
















Abstract: This  research was  aimed  at  characterizing  the daily  rhythms of  locomotor  activity of 
cuttlefish  Sepia  officinalis  (Linnaeus,  1758),  a  promising  aquaculture  species,  in  a  captive 
environment. Cuttlefish were  distributed within  two  tanks  equipped with  infrared  photocells, 





suggesting  this  species  as  possessing  a  dualistic  behaviour.  Levels  of  activity  progressively 
decreased during autumn and winter, likely related to low temperatures. The present study offers 
new insights on the behaviour of Sepia officinalis, presenting a variability of patterns across seasons, 
regulated  by  environmental  synchronizers;  photoperiod  determining  the  activity  periods,  and 
temperature modulating  the  levels of activity. Such  information may be a valuable  tool  for  the 
improvement of cuttlefish culture protocols in aquaculture, and consequently its welfare. 











best  of  our  knowledge,  there  are  only  4  published papers  concerning  this  theme,  and  these  are 
focused on octopus species [6–9]. This issue assumes increasing importance with the enforcement of 
EU welfare legislation (Directive 2010/63/EU), and this information is critical for the future update of 
Annex  III  (housing  conditions)  for  cephalopods of  that Directive,  and  for a  future update of  the 
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of  the  cyclic  changes  in  photoperiod  and  temperature  [13,14],  animals  choose  the most  suitable 
moment  to  feed,  reproduce  or  be  active,  thereby  optimizing  their  biological  processes  [15,16]. 
Biological rhythms are classified as daily rhythms when the oscillation periodicity is around 24 h, 
and  called  circadian  when  the  rhythm  persists  and  freely  runs  under  constant  environmental 
conditions, proving their endogenous origin [17,18]. In teleost fish, each species shows daily patterns 










perform  a  first  characterisation  of  the  daily  and  seasonal  behavioural  rhythms  of  cuttlefish  in 









Cuttlefish  displayed  many  behavioural  variations  during  the  seven‐month  duration  of  the 









Figure  2. Temperature  (°C)  and photoperiod  (hours of  light)  through  the different  seasons  (bold 
vertical dash  lines)  and  sets  (vertical dash  lines) used  for  studying  the biological  rhythms of  the 
cuttlefish Sepia officinalis. 
After 17:00h, in anticipation of the nocturnal phase, an increase of activity was observed, probably 
related  to  closure  of  the  research  station  and  the  absence  of  anthropogenic  disturbance.  The 
application of the COSINOR analysis revealed a significant daily rhythm (p < 0.0001), with a mesor 


































becomes  more  buoyant,  acquiring  a  larger  movement  capacity  and  a  higher  rate  of  success  in 
capturing prey. Moreover, cuttlefish are known to use polarization sensitivity during predation as 
well as intraspecific recognition and communication [24–26]. In line with such rhythms of activity, 





vision  is  affected  by UV  radiation  [28]. All  the  above  evidence,  along with  the  present  results, 
reinforce  the  rhythmic  fashion  of  this  species  behaviour  and  physiology,  with  a  preference  of 
cuttlefish for being nocturnal in summer and in autumn. Other cephalopod species, such as Eledone 
cirrhosa  [6]  or Octopus macropus  [9],  also  showed  a  nocturnal pattern,  and  have polarized  vision 
[29,30],  while  for  O.  vulgaris  results  seemed  to  be  inconsistent  [8,9].  Such  differences  among 
cephalopod  species might  reflect  their  lifestyles  in  the  natural  environment, with  the  nocturnal 





















































were  approved before  the  entry  into  force of Directive  2010/63/EU  [39]  as national  legislation  in 
Portugal. Nonetheless,  the present experiment did not cross  the  threshold set  for  regulation  (i.e., 
procedures that may cause pain, suffering, distress or lasting harm equivalent to or higher than that 
caused by the insertion of a hypodermic needle in line with good veterinary practice). Also, ethics for 
biological rhythm research  [40] were considered, and  the cuttlefish  involved  in  the present study 
were reared according to the best practice described by Sykes et al. [41] and Fiorito et al. [10]. 
3.2. Experimental Design 
The  present  study was  performed  over  7 months  (213  days)  in  2011‐2012  at  the Centro de 


















one  photocell  (E3S‐AD62, OMRON, Kioto,  Japan) was  installed  inside  each  tank  (at mid water   
height – 26 cm), connected to a motherboard (USB‐1024HLS, Measurement Computing, Norton, MA, 
USA)  which,  in  turn,  was  connected  to  a  computer  (Benq  T2210HD).  Every  time  a  cuttlefish 
interrupted the infrared light beam (ca. 20 cm), an output signal was produced, which was recorded 
and  stored  in  10 min bins using  specialized  software  (DIO98USB, University of Murcia, Murcia, 
Spain). 
3.3. Data Analysis 






respectively,  the  locomotor  activity  along  successive  day  cycles  double‐plotted  on  successive 
horizontal  lines, and  the mean activity along  the 24 h cycle. Cuttlefish were either categorized as 
diurnal  or  nocturnal,  depending  on  when  (i.e.,  day  or  night,  respectively)  locomotor  activity 
presented major values. All data was tested for normal distribution using the Shapiro‐Wilk test [43]. 
Significant differences between mean diurnal and nocturnal activity counts were evaluated through 















help  optimize  handling,  feeding  and  breeding  protocols,  and  consequently  this  species’ welfare 
under captive conditions. 
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